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INTRODUCCIÓN 

Uno de los aspectos fundamentales de la vida es la generación de nuevos individuos. En el 
caso de los organismos vertebrados, Jos nuevos individuos se desarrollan a pmtir de una sola 
célula, el huevo fertilizado, que debe dividirse y diferenciarse de una manera coordinada 
temporal y espacialmente para dar Jugar a los cerca de 200 tipos celulares que conforman al 
organismo adulto. La transición de huevo fe1tilizado a organismo maduro involucra tres 
procesos: proliferación celular, para aumentar el número de células; mo1fogénesis, que 
genera Ja organización espacial de las células: y diferenciación, que es el proceso por el cual 
se generan nuevos tipos celulares. El proceso de diferenciación involucra la expresión 
diferencial y específica de genes en cada tipo celular. Durante la diferenciación ocurre un 
evento denominado detenninación, durante el cual la célula "decide" o se compromete hacia 
un tipo celular particular1• Entender Jos mecanismos por los cuales se regulan las decisiones 
celulares para llevar a cabo la organización del embrión, es uno de los objetivos principales 
de la Biología del Desarrollo. 

La complejidad de Jos sistemas biológicos y las limitaciones técnicas han detenido el 
avance del entendimiento y forzado a utilizar animales simples como modelo, tales como 
Caenorabditis elegans o Drosophila , en los cuales hasta los últimos años se ha empezado 
a entender a nivel molecular Jos procesos básicos de diferenciación, proliferación, migración 
y muerte celuJar2. El organismo más complejo que se ha utilizado como modelo de 
desarrollo es Xenopus, que aunque ha sido muy útil para generar conceptos básicos tal 
como Ja inducción celulm-, proceso por el cual un tipo celuJm· instruye a otro para que 
diferencie, y donde se han identificado moléculas responsables2, tiene la limitación de no 
poder hacerse genética, especialmente por metodología moderna, ya que hasta Ja fecha no 
existe Ja tecnología para generar anfibios transgénicos. En la búsqueda de modelos 
adecuados para entender el desarrollo de ve11ebrados recientemente se empezó a 
caracterizar el desarrollo de el pez tropical Zebrajish, que ofrece varias ventajas: se pueden 
hacer estudios genéticos equivalentes a la genética de levadura, actualmente se están 
realizando varios rastreos genéticos para saturar el genoma de mutaciones que afecten la 
embriogénesis; además, puesto que es transparente se pueden estudiar procesos como 
migración celular durante la gastrulación o la formación de dominios en el cerebro3• Sin 
embargo, tiene también la limitación de que aún no se establece una metodología eficiente 
para introducir transgenes que permitan realizar estudios moleculares compm·ables a los que 
se pueden realizar en ratón. 

Para el caso del estudio de mamíferos gran infonnación ha sido generada utilizando 
modelos in vin·o (i.e. cultivo celular), ya que ofrecen la ventaja de la simplicidad al poderse 
estudiar tipos celulares individuales además de que se puede manipular el micro ambiente. 
Entre los tipos celulares más utilizados como modelo de diferenciación in vitro están las 
células gliales del nervio óptico de rata. en cuyo sistema se ha comprobado que el proceso 
de diferenciación para generar los diferentes tipos de células gliales está regulado tanto por 
interacciones celulares, como por un programa celular intrínseco4• En este sistema se 
identificaron factores que estimulan la proliferación (astrocitos tipo 1 secretan PDGF que 

_____ in<!g~~--l_<!_P.!º2!i.[e@g6n _l}_e _ __l~_c_élu!as progenit~>Je_s __ Q_~2A); Ja~wre~ Ylle __ in9ui,:en_ Ja_. ----·-- __ 
---- - difei'entiaGún (ásti'otífo!rnpoTseci·etán Cl'flFque inducen la diferefiéiació1i de 0-2A hiíeia -------- - -- · 
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astrocitos tipo 2); y un programa constitutivo de diferenciación hacia. oligodendrocitos que 
involucra un número determinado de divisiones3. 

Para estudiar Ja diferenciación de otros tipos celulares se han obtenido líneas 
celulares que al proliferar semejan fibroblastos, pero en cie1tas condiciones de cultivo se 
pueden inducir a diferenciar. Un ejemplo son las células 3T3 que diferencian hacia 
adipocitos por diversos agentes. como suero fetal de cabra, insulina. hormona de 
crecimiento o glucocorticoidess. Aprovechando la simplicidad del sistema se han realizado 
experimentos de sustracci6n por hib1idación para identificar genes que se activan durante el 
proceso de diferenciación y se h:! identificado que varios de los genes que se encienden 
comparten una región reguladora en la región 5' denominada FSEs (fat specific elements)6, 

lo cual sugiere la existencia de "genes maestros" que regulan un grupo de genes que 
participan en la diferenciación celular. Estos genes maestros serian los responsables del 
evento de determinación. 

Para abordar el proceso de determinación resulta mucho más ventajoso utilizar 
células que tengan más potencialidad (más capacidad de diferenciar a diferentes tipos 
celulares). La línea celular IOTl/2, de1ivada del emb1ión entero, tiene la capacidad de 
diferenciar hacia tres tipos celulares derivados del mesodermo: adipocitos, condrocitos y 
músculo. cuando son tratadas con 5-azacitidina7• Se ha propuesto que 5-azacitidina 
convierte a las células IOTI/2 en un linaje determinado provocando hipometilación del 
DNA, lo cual activarla sólo uno o unos pocos genes maestros; si ese fuera el caso, entonces 
Ja determinación tendria una simple base genética6• En un intento por identificar tales genes 
reguladores hicieron una sustracción por hibridación para identificar genes que se 
expresaran en mioblastos proliferando pero no en células !OTl/2 y encontraron el gene 
myoD, un factor transcripcional que al ser u·ansfectado a !OTl/2 induce la diferenciación a 
miocitos9 por medio de la activación de genes específicos 10• Sin embargo, para comprobar 
la relevancia fisiológica de myoD o cualquier otro gene identificado en cultivo es necesario 
comprobar que in vivo actúa de la misma manera. En el caso de myoD fue necesario 
demostrar en ratones u·asngénicü:; que efectivamente fuera éste el determinante del linaje 
muscular. Sorprendentemente el ratón mutante en myoD desarrolló músculo y reveló la 
importancia de otros genes miembros de la familia de myoD, demosu·ando que los 
resultados que parecen contundentes in vitro pueden no serlo in vivo debido a Ja 
redundancia e interacciones celulares que no se reproducen en la caja de cultivo. 

Un modelo de estudio que facilita la transferencia del sistema de in vitro a in vivo 
son las células de teratocarcinoma embrionario (EC), que además tienen una potencialidad 
mucho mayor que los ejemplos anteriores, aunque ésta varía entre las diferentes líneas 
aisladas: algunas no tienen capacidad de diferenciación, otras diferencian sólo en respuesta a 
ciertos inductores y otras diferencian espontáneamente 11 • Las EC pueden inyectarse en 
blastocistos para hacer embiiones quimé1icos, ya que dejan de comportarse como células 
tumorales, se regula su proliferaci6n y diferencian a distintos tipos celulares. Sin embargo, 
rara vez forman parte de la línea genninal. por lo que es difícil obtener ra\ones transgénicos 
a partir de ellas. No obstante. han sido ampliamente usadas como modelo de diferenciación 
in vin·o y existen protocolos establecidos para inducir la diferenciación hacia vados tipos 
celulares 12. 

Considerando las desventajas que presentan. resulta una .. mejor opdún ~LH1!.U1:.<:L>!1 
:.:=:;.:::.:::¿;¡¡-u]·ils-:·na;iñ~1éS:(®-·urn:;úi·aJes) qu~ presenten 1as·mii~1i-iualidades que las EC. ·pera· 
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superando las desventajas. Tales células se aislaron a panir de blastocistos, etapa de 
desarrollo en la que sólo ha habido un evento de diferenciación para generar las células de la 
masa celular interna, que darán lugar al individuo como tal y por lo tanto son 
pluripotenciales, y las células del trofoectodermo. que darún lugar a las estructuras extra 
embrionarias. Las líneas celulares obtenidas provienen de la masa celular interna y se 
denominan "células emb1iomuias pluripotenciales" (ES). Se pueden mantener en cultivo por 
tiempos largos en un estado indiferenciado, en el cual crecen rápidamente si se siembran en 
presencia de una monocapa de células "feeder". Para inducir la diferenciación se cultivan en 
ausencia de la monocapa de células "feeder" pe1mitiendo la formación de agregados. Si 
posteriormente se adhieren los agregados, las células proliferan y salen del agregado, 
diferenciando espontáneamente a varios linajes celulares: muscular, neuronal, glandular, 
epitelial. etc. Si los agregados se mantienen en suspensión, forman cuerpos emb1ionarios 
huecos equivalentes al saco vitelino visceral, en el cual se forman islas sanguíneas donde se 
puede estudiar hematopoiesis; eventualmeme se forman de1ivados de mesodenno como 
músculo cardiaco12• A diferencia de las EC, todas las líneas celulares tienen una 
potencialidad comparable y no presentan aberraciones cromosómicas 1• Son una henamienta 
para pasar del cultivo celular al emb1ión entero, ya que se pueden transfectar para introducir 
genes o interrumpir genes por recombinación homóloga y estudiar las consecuencias sobre 
la diferenciación tanto in vitro como in vivo, ya que también puedrn formar ratones 
quiméricos. Fo1man parte de todos los tejidos del ratón, incluyendo la línea germinal, con 
mayor frecuencia que las EC por lo que son la alternativa más viable para desarrollar ratones 
transgénicos13• 

Establecer la manera de diligir esta capacidad de diferenciar, quizá estocásticamente, 
de las ES para obtener un linaje celular único, pennitilia tener un modelo más representativo 
de lo que ocurre durante el desarrollo para estudiar los procesos de determinación y 
diferenciación. Idealmente se pod1ia enconu·ar la manera de inducir la diferenciación hacia 
cada linaje celular, gracias a la totipotencialidad de estas células, y hacer manipulaciones 
moleculares para identificar los "genes maestros" y entender la regulación de cada decisión 
celular. Con este objetivo se ha establecido un sistema para inducir la expresión génica en 
respuesta a un inductor, que facilita el análisis de genes que controlan el desan·ollo14, así 
como \·arios sistemas de diferenciación de las ES que han pe1mitido estudiar procesos de 
determinación, diferenciación, info1mación posicional, etc. 

En este sentido, el desarrollo temprano del sistema hematopoyético ha sido el mejor 
modelado. Schmitt et. a/15 lograron inducir la diferenciación de las ES hacia casi todos los 
precursores de las células formadoras de colonias que se encuentran en la médula ósea y 
pudieron establecer qué moléculas son importantes para las etapas tempranas del desarrollo. 
También se ha demostrado que las ES inducidas a diferenciar hacia precursores de linfocitos 
T y B. así como otros precursores hematopoyéticos, son capaces de reconstituir 
compoJ'lamientos linfoides in vivo16·17• Este sistema hace posible estudiar el conu·ol de la 
dete1minación celular y elucidar los eventos moleculares que llevan a la fo1mación de células 
hematopoyéticas pluripotenciales (stem cells), puesto que se parte de células no 
hematopoyéticas, así como la proliferación y diferenciaci6n de las células maduras. En este 
sentido. aprovechando la posibilidad de transfectar las ES, se demostr6 por ejemplo que el 
antisentido de 1·a1., un proto-onco!!ene expresado en las células hematopoyéticas, bloquea el 

~.::::-~ ::::::.::procesC" t:fe-dífereñi:'iacióñ1a·~:.:-.~-~-:_ - : :~ · :--~~:.- - · --
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Estudiando la cardiogénesis que ocurre durante la fo1mación de cuerpos 
embrionarios se demostró que la especificación regional cardíaca es independiente de 
información posicional o estímulos físicos, ya que por expe1imentos de PCR, protección a 
ribonucleasa, hibridación in siru e inmunohistoqufmica, se detecta la activación 
transcripcional y traduccional de un marcador ventJicular19• La expresión temporal de los 
factores regulato1ios miogénicos, 1ilk1¡;enina y myoD, sugieren que la activación in vin·o del 
programa hacia músculo esquelético es poste1ior a la miogénesis cardiaca, lo cual coincide 
con la progresión de la miogénesis in vivo. Estos datos establecen a las células emb1ionruias 
pluripotenciales como un modelo pru·a la especificación de la cámara cardiacaie, lo cual 
resulta muy útil puesto que no existe un sistema simple de cultivo permanente de células 
cardíacas que permita hacer estudios de transfección. Este modelo ha permitido tomar RNA 
de diferentes estadías de diferenciación para analizar el patrón de expresión de varios genes 
que se activan durante el proceso20. 
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ANTECEDENTES PARTICULARES 

Considerando la gran potencialidud que ofrece utilizar a las células ES como modelo de 
diferenciación in virro, en este trubajo se propone establecer los sistemas pura manipularlas 
tanto a nivel molecular como celulur. para poder posterio1mente responder preguntas 
concretas. Para manipular a las ES a nivel molecular y conocer el papel de un gene 
particular en el desarrollo, una estrategia altemativa es bloquear su expresión por medio de 
una molécula antisentido que bien puede ser DNA o RNA21. Pam sistemas de 
diferenciación in virro ha resultado muy útil la microinyección de oligonucleótidos 
antisentido; con esta estrategia se ha sabido, por ejemplo, que c-mos es necesario para que 
se inicie la segunda división meiótica durante la maduración del ovocito en ratón22 o que c­
myc participa en el desarrollo embrionmio temprano del ratón23. También se ha ensayado 
bloquear Ja expresión de globina en Xmopus al inyectar RNA antisentido sintetizado in 
virro24. Pero desafortunadamente. no se pueden inyectar todas las células de un organismo 
en desarrollo, ya que algunas son muy pequeñas o inaccesibles; además, el RNA inyectado 
se iria diluyendo o degradando conf01me el organismo va creciendo. Por eso, una esu·ategia 
altemativa es hacer que las células sinteticen su propio RNA antisentido. Uno de los 
primeros trabajos demosu·ando la reducción estable de la actividad de una proteína por 
medio de RNA antisentido expresado por la célula, fue realizado por Kim et. al. En este 
trabajo transfectan células de ratón con un vector que lleva un fragmento del cDNA de 
timidin cinasa bajo el control del ¡::~c1!1otor del gene para la enzima dihidrofolato reductasa, 
pero requieren seleccionar eventos de amplificación génica para producir mayor cantidad de 
transcrito necesario para bloquear en un 80% la actividad de timidin cinasa25. Hay varios 
ejemplos en Drosophila de transgenes que portan un RNA antisentido bajo el control de un 
promotor inducible, como el promotor de hsp70, donde demuesu·an que el bloqueo es 
específico para el mensajero de interés26, aunque en muchos casos no es suficiente para 
bloquear substancialmente la actividad del gene en cuestión27,28, Para solventar este 
problema se1ía conveniente utilizar un promotor más fue1te. En ratón hay también varios 
ejemplos de transgénicos donde obtienen el mismo fenotipo de mutantes descritas, útiles 
como modelos de cie1tas enfermedades. En estos casos requieren que el RNA antisentido 
sea producido exclusivamente por las células involucradas, por lo que utilizan promotores 
tejido es¡iecífico como el promotor de la mielina básica (responsable de la mutación 
shiverer29) o el promotor de un neurofilamento seguido por la región 3' del cDNA de un 
receptor a glucocorticoides30. 

No se sabe cual es el mecanismo por el cual la secuencia antisentido bloquea la 
expresión del mensajero, pero puede actuar a nivel citoplásmico o nuclear por diferentes 
mecanismos: degradación rápida del duplex RNA:RNA o RNA:DNA; inte1ferencia con el 
procesamiento del RNA; bloqueo del transporte al citoplasma o inhibición de la u·aducción. 
Se ha observado que dentro de las células los duplex se separan y que las adeninas que 
estuvieron apareadas con uracil0s .;;:. modificaron a inosina. lo cual cambia el código 
genético; esta podría ser un manera de potenciar el efecto inhibitorio del antisentido21. 

En base a lo anterior. se pod1ia decir que una manera óptima para bloquear un 
mRNA por medio de antisentido para analizar el efecto que tenga durante el desarrollo. es 

.. __ jli:_ocu_rar.que_s~_e_xpr~_se_é~.t~_el} _todos los tipos celulare_s.Y. en_ c:antij]ades abundantes, lo cual . 
·-··Se .. j)bdría ·conseguir utilizando- el promotor de los ge1ies··ae· RNA ·1ibosomn1. E.Sta téc.nica-·· --·- -- ----
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presenta ventajas sobre la recombinación homóloga, ya que esta última es una estrategia 
lenta, en la cual no basta que haya habido integración del transgene, sino que se requiere 
seleccionar a las células en las que se haya dado el evento de recombianción homóloga. que 
ocurre con una frecuencia de 1: 1 OO. Si se deseara bloquear vados genes simultáneamente el 
trabajo se amplificaría, mientras que por medio de antisentidos se podría hacer fácilmente. 

Para probar si el promotor de lo~ genes 1ibosomales funciona para producir 
suficiente RNA antisentido en las ES. se necesita ensayar con un gene que se exprese 
abundantemente. Un candidato adecuado es el gene de la fosfatasa alcalina tejido no 
específica (TN-ALP), ya que se expresa abundantemente y es fácil de medir la actividad de 
la proteína, lo cual aumenta las posibilidades de poder bloquear cualquier otro gene en caso 
de que resulte exitoso. En ratón se han descrito tres genes diferentes de fosfatasa alcalina: la 
isoforma tejido no especifica (TN-ALP) que se expresa en las ES (comunicación personal 
con el Dr. Ramiro Ramírez). la isofonna emb1ionaiia (E-ALP) y la isofonna intestinal (l­
ALP). Se sabe que presentan un patrón de expresión específico durante el desarrollo, siendo 
de particular interés la expresión abundante de la isofo1ma TN-ALP en las células 
germinales primordiales, puesto que pudiera estar involucrada en la determinación de tales 
células. Sin embargo, hasta la fecha no se conoce su función, lo que aumenta el interés en 
utilizar este gene como modelo de ensayo pues se pod1ía analizar el efecto de la ausencia de 
fosfataSa alcalina en la proliferación o diferenciación de las ES. 

Respecto a la manipulación celular, aún hay sistemas de diferenciación mejor 
caracterizados para las células EC que pai·a las ES. La inducción de la diferenciación hacia 
la línea muscular en respuesta a DMSO y hacia el linaje neuronal por inducción con ácido 
retinoico (RA), son los sistemas mejor caracterizados. Se ha demosu·ado que ninguna de las 
dos drogas son tóxicas pai·a las EC a las concenu·aciones utilizadas para inducir 
diferenciación3l,32, indicando que su efecto es inducción y no selección de células 
diferenciadas que preexistían en el cultivo. Las dos drogas inducen diferenciación afectando 
diferentes blancos celulai·es, ya que mutantes que ya no pueden responder a una droga 
continúan diferenciando en respuesta a la otra droga33, La inducción con RA es de particular 
interés debido a su relevancia durante el desarrollo. El RA es una molé.;ula biológica que 
participa en diferentes momentos de el desarrollo embrionario, como se ha visto durante la 
formación de las alas del pollo34 donde se le ha considerado como m01fógeno, durante el 
desarrollo craniofaciaJ35 y del sistema nervioso central36 del mamífero; tiene una familia de 
receptores que funcionan como factores u·anscripcionales inducibles por ligando, lo que los 
convierte en candidatos pai·a paiticipar en la regulación genética durante la diferenciación y 
el desarrollo37. Un ejemplo de ello es la regulación específica que ejercen sobre genes 
homeóticos, de acuerdo a patrones resu'ingidos temporal y espacialmente; los genes 
homeóticos son también factores u·anscripcionales cuya expresión está regulada durante el 
desarrollo en todos los vertebrados y parecen tener un papel en la especificación de las 
identidades regionales a lo Jai·go de los principales ejes emb1ionruios38• 

Considerando las semejanzas e11U'e las células ES y las EC mencionadas 
ante1iormente, en este trabajo se propone exu·apolar los protocolos descritos para inducir la 
diferenciación de las EC a los cultivos de ES, lo que nos pe1mitirá contar con un modelo 
para estudiar el proceso de diferenciación celular. 



OBJETIVO GENERAL 

Establecer los sistemas para manipular a las células ES tanto a nivel molecular, bloqueando la 
expresión de genes endógenos a través de transcritos antisentido, como a nivel celular 
induciendo que diferencien hacia tipos celulares específicos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

A) Nh•el Molecular. 
Probar la funcionalidad del promotor de los genes RNA ribosomales para producir un RNA 
antisentido capaz de bloquear la expresión del gene de Ja fosfatasa alcalina tejido no específica 
(TN-ALP), que se expresa abundantemente en las ES. 

B) Nivel Celular. 
Se propone extrapolar los protocolos establecidos para inducir Ja diferenciación de las EC hacia 
el linaje neuronal en presencia de ácido retinoico (RA) y hacia el linaje muscular en presencia 
deDMso12. 

- - ··--------------- -·-· ---- --- -·- -.--· - ·----- ~·-----·· ---.• -- ·1--
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MATERIAL Y MÉTODOS 

J. Cultivo de céluJas ES. 

Medios y Soluciones. 
a) DMEM Cat. 430-2100EB: para! litro 

- Medir 950 mi H20 tddestilada. 
- Disolver el medio y enjuagar la bolsa con un poco de agua para recuperar las 

trazas. 
- Agregar 3.7g de NaHC03 y en cuanto se disuelva ajustar el pH a 6.9 con aprox. 6 

mi HCl IN (preparado con H20 uidestilada). 
- Esterilizar inmediatamente por filtración. 
- Guardar a 4oC con parafilm. 

* No se debe agitar demasiado con el bicarbonato porque reacciona con el aire; el pH se 
ajusta 0.3 unidades abajo del pH de uso porque sube al filtrarse. 
b) Suero Bovino Fetal (SBF) marca DULBECO: 

- Inactivar calentando a 56oC 30 min. 
- Hacer alicuotas y guardar a -20oC. 

c) ¡3-mercapto etanol (¡3ME) 1 OOX ( 1 O mM): para 25 mi 
4.54 mi de f3ME 155 mM (grado cultivo DULBECO) 
20.46 mi PBS IX 

d) GPS IOOX: para 50 mi 
150 mg Penicilina grado cultivo 
250 mg Streptomicina grado cultivo 
- disolver en 50 mi H20 uidestilada y con esta solución resuspender 
200 mM Glutamina (liofilizada DULBECO). 
- Estedlizar por filtración. 

e) PBS: para ! litro 
8g NaCI 
0.2g KCI 
0.2g KH2P04 
0.815g Na2HP04 anhidro 
- Esterilizar por filtración 

f) Tiipsina 0.25%: 
- se disuelve en Versene* (DULBECO) a partir de un stock 2.5% en H 20 

tridestilada. 
g) Medio MIS 

500m!DMEM 
75 ml SBF 
5 rnl PME 1 OOX 
5 mi GPS IOOX 

final 

15% 
IOOmM 

------· Para-subculri•'ar células;· ·-·-----··· 
··---· .. ~ .. -:: .<Sm'biar e1 medi~ 3-411;;-ra:;·;~re; de subcu1tivar. 
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- Aspirar el medio y lavar dos veces con PBS. 
- Añadir O.S mi de uipsina 0.2S% para una caja de 6 cm de diámetro (lo mínimo necesruio 
para cubrir la superlicie) e incubar 1Omin.a37"C. 
- Agregar MIS (2 ml/3 cm; 4.S ml/6 cm) y dispersru· las células pipeteando. Es impo1tante 
conocer el volumen final pru·a contar la cantidad de células totales. Tomar una alicuota de 1 O 
µ!y contar en una cámara de Neubauer. 
- Cenuifugar S min a 1000 rpm. 
- Resuspender en MIS y sembrar alrededor de IX106 células/caja 6 cm en 4 mi MIS. 
- Crunbiar el medio cada vez que se acidifique, sin dejar que se ponga runaiillo: a partir del 
segundo día es diaiio. 

11. Culth•o de células STO (G418' SNL 76/7). 

Medios y Soluciones 
a) Medio STO: 

460mlDMEM 
3S ml SBF (7% final) 
S m!GPS lOOX 

b)PBS 
c)Tripsina 0.2S% 
d) Mitomicina 0.Smg/ml: 

- Disolver 2 mg (lo que viene el frasco Bi:ieh1inger) en 4 ml PBS. 
*Usar guantes y cubre boca porque es muy tóxico. 
e) Gelatina 0.1 %: 

- diluir con H20 uidestilada del stock 1 %: disolver calentando O.Sg gelatina grado 
cultivo en 100 mi H20 tiidestilada. 

- Este1ilizar en autoclave. 
Para subcultivar las células 
- Quitar el medio sin raspar las células. 
- Lavar 2X con PBS. 
- Agregar O.S mi uipsina 0.2S% a un frasco de 7S cm2 o caja de 1 O cm diámetro. Repartir Ja 
uipsina por toda la superficie moviendo el frasco. 
- Cuando las células se empiecen a desprender agregar 4.S mi medio y dispersar las células 
pipeteando. 
- Pasar a un tubo esté1il y tomar una alícuota pru·a contru· Jas células. 
- Centrifugar S min. a 1000 rpm. 
- Tirar el sobrenadante y resuper::kr en medio STO pru·a sembrru· alrededor de 400 000 
células en un frasco de 7Scm2, o bien sembrar 1/20 pru·a mantener la línea. 

Para preparar la monocapa de "feeders" 
- Cubiir las cajas de cultivo con gelatina 0.1 o/e; esparcirla bien por toda la supe1iicie e 
incubar mínimo 2 horas a temperatura ambiente. Aspirru· la gelatina antes de sembrar las 

-···-------·cé!µJ¡:g;, ····----------·-········ .......... __ ... . 
·-e· crecerlas célulils STo·a cóhflúe·ncia en cajas de 1 O cm con 10 mi medio. 
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- Agregar 1/50 vol. (200 mi) de mitomicina 0.5 mg/ml (50X) para inactivarlas 
mitóticamente. La concentración final de mitomicina debe ser 1 O µg/ml. Incubar 2 horas con 
la droga. 
- Aspirar el medio y lavar 2X con PBS para eliminar la mitomicina. 
- Agregar 0.5 mi de b.ipsina 0.25% y esperar a que se empiecen a despegar. 
- Añadir 4.5 mi de medio y resuspender las células pipeteando vigorosamente. Juntar las 
células de hasta 5 cajas en un tubo estéiil de 50 mi. 
- Lavar las cajas con medio nuevamente para recuperar todas las células y cenuifugar 5 min 
a 1000 rpm. 
- Tirar el sobrenadan te y resuspender en 1 O mi medio. Tomar una ahcuota y contar el 
número de células para diluirlas a 3.5X!05 células/mi. Sembrar alicuotas de las células 
"feeder" en cajas gelatinizadas de acuerdo a la siguiente relación: 

12 mi para caja 10 cm diámeti.·o 
4 mi " " 6 cm diámetro 
2 mi 3 cm diámetro 
0.5 mi " 24. o '1 pozos 

- Incubar toda la noche para que las células se adhieran antes de usarse. 
- Cambiar el medio para eliminar las células muertas. 
* Puede permanecer hasta un mes en la incubadora pero deben revisarse bajo el microscopio 
antes de usarse para verificar que la monocapa está intacta. 

111. Congelación y Descongelación de Células. 

Medio y Soluciones. 
a) Medio para Congelar 2X: para 25 mi final 
15 mi DMEM 60% 
5 mi DMSO grado cultivo 20% 
5mlSBF 20% 
b)PBS 
c) Tripsina 0.25% 
d) Medio de cultivo (MIS o medio STO) 

Para congelar las células: 
- Disociar las células con ti.ipsina 0.25% 10 mina 37oC. 
- Inactivar a la tripsina con 1 vol. d~ r::edio y disgregar las células pipeteando vigorosamente 
para desagregar las colonias. Veiificar bajo el microscopio que no haya grumos. 
- Tomar una alicuota y contar las células. 
- Centrifugar las células 5 min a 1000 rpm. 
- Resuspender en la mitad del volumen requerido para obtener una densidad de 5XJ06-J07 
células/mi. 
- Agregar gradualmente un vol. de medio para congelar 2X mienu·as se agita el tubo. 
- Rápidamente alicuotar en tubos de congelación (0.25-0.5 mi/tubo) y poner a -70oC durante 
24 horas. 

-;-:..:::::-.~:~·-~:!~~~~e1¿r_l_os.tub_~s:.ªI contenedor d~ N_i_':t·óge.~o !~quid?·· . 



11 

Para descongelar células: 
- Transferir el vial conteniendo las células con2eladas a un baño a 37oC. 
- Cuando se descongelen, transferir a un tubo ~stéril y agregar 5 vol. medio agitando el tubo. 
- Centrifugar 5 min. a 1000 rpm. 
- Quitar el sobrenadante y resuspender en 2 mi de medio, agitando mucho para evitar la 
presencia de grumos. 
- Sembrar los 2 mi de células en una caja de 3 cm diámetro con células "feeder". 
- Incubar a 37oC con 5% C02• 

IV. Transfección de células ES. 

Medios y Soluciones 
a) Plásmido linearizado 
b) MIS 
c) Tripsina 0.25% 
d)PBS 
e) Etanol 70% 
f) DOTAP (Boehringer) 
g) OPTIMEM (GIBCO-DULBECO) 
h) 0418 IOOX: 

- disolver l 8mg de ingrediente activo (cada frasco indica Ja fracción activa por mg) 
en lml de PBS. 

- Esterilizar por filtración. 
- Almacenar a 4oC. 

Para electroporar (día 1 ). 
A) Preparación del DNA. 
- Para hacer las construcciones se siguieron los protocolos desctitos39• 

- Purificar el plásmido a gran escala, precipitando con PEG para eliminar el RNA que inhibe 
la eficiencia de transfección. 
- Digerir 200 µg del vector con la enzima requerida para lineruizarlo. Comprobar la 
digestión en un minigel. 
- Limpiar el DNA con extracción fenol/CHC13; CHC13• 

- Precipitar con 1/1 O vol. NaCl 5.M y etanol absoluto. 
- Resuspender en TE O.IX estéril y ajustar la concentración a Iµg/µ1. 
B) Preparación de las células. 
- Un día antes de la electroporación subcultivar las ES (80% confluente) sembrándolas en 
proporción l :2. 
- Cambiar el medio 4 horas antes de la elecu·oporación. 
- Lavar el medio con PBS y levantar las células con tripsina 0.25'k. 
- lnactivar con 5 vol. medio y disgregar pipeteando. 
- Centrifugru· 5 min. a 1000 rpm. 
- Resuspender en PBS y contar el número de células. 

·:::::::-~-:-:-:::·::· =~ 'Ceñfrifügar Jai; ce lulas Y-resi.!speni.ler ·en PBS-:a umi densidad final de-1lX106 céIÜiás/ml.­
C) Electroporac_ión en ap_arato Hoefer. 



12 

- Mezclar 25 µg del DNA con 0.8 mi de células en una cubeta de electroporación. 
- Incubar 5 min. a temperatura ambiente. Mientras: 1 

- Limpiar con etanol 70% los electrodos y Ja cámara en Ja campana. 
- Introducir los electrodos en la cubeta. colocar ésta en la cámara, te1rnrla y conectarla al 
electroporador. 1 
- Ajustar el voltaje a 230 mV y el capacitar a 49ílµFD. El interval de descarga se fija a 
1.000 mseg. 
- Oprimir el botón rojo (iniciar). debe sonar un tono. prenderse el foco "cargar". luego 
"descarga" y cuando se prende el foco "ready" desconectar Ja cámtra y transladarla a Ja 
campana. 
- Retirar la cubeta, dejar 5 mina temperatura ambiente y sembrar: 

0.8 mi en caja JO cm 
0.2 mi en caja 3 cm 

- Dejar recuperando 24 horas antes de agregar M 15 con 0418 0.18 m mi final. 

Para lipofectar (día 1 ). 
A) Preparar conjugado DOT AP:DNA 

-30µ1DOTAP 
-5 µgDNA 
- aforar a 200 µ!con OPTIMEM 
- incubar 15 min. a temperatura ambiente. 

- Colectar las células tri psinizando. como si se fueran a subcultivar. 
- Centrifugar alícuotas de 105 células por tubo. 
- Resuspender en 800 µJ de OPTIMEM 
- Agregar Jos 200 µl y pasar a un tubo eppendorf. 
- Incubar 4 horas en agitación a 37°C. 
- Cambiar el medio y poner .M 15 para que se recuperen. 
-A las 24 horas agregar MIS con 0418 0.18 mg/ml final. 

Para seleccionar colonias recomh•wmtes (día 3-10 u 11) 
- Se tardan entre 4 y 5 días en mo1irse las células con 0418. Cambiar el medio conforme se 
vaya acidificando hasta que desaparezcan Jos restos celulares y se vea colonias resistente a 
neomicina a simple vista. 

Para expandir las colonias (día 11-12). 
- Lavar las cajitas 2 veces con PBS; dejar PBS cubriendo las células. 
- Poner gotitas de tripsina en Ja tapa de una caja de 1 O cm en un arr glo como cajas de 24 
pozos, como se muestra en el siguiente esquema. 

colonias resistclllcs gotila tripsina en arreglo caja 24 pozos scm rar sobre "feeders" 
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- Bajo el microscopio tomar cada colonia con una pipeta puesta máximo en 10 µI; en 
ocasiones es necesario despegar mecánicamente la colonia de los alredcc'.ores. Transferir la 
colonia a la gotita de tripsina. 
- Incubar 10'-15' a 37°C. 
- Quitar el medio STO de una caja de 24 pozos con "feeders" y poner M 15. 
- Agregar 20 µI de M 15 tle catla pozo a cada gotita y tlisgregar la colonia pipeteando. 
- Transferir la suspensión de ES a la caja de 24 pozos con "feeder''. 

Para analizar las colonias (díu ló 1í 17) 
- Cambiar el medio 3-4 horas antes. 
- Tripsinizar 
- Resuspender y tomar 50o/r para congelar. 10% subcultivar y 40% cuantificar actividad 
ALP. 

V. Cuantificación espectrométrica de la acti\'idad total de ALP. 

Soluciones 
a) Formol 4% en PBS 
b)PBS 
c) Para-nitro-fenal-fosfato (PNPP) lOOmg/ml en H20. 
d) Buffer ALP: Tris 10 mM pH 9.5 

MgCl20.5 mM 
e) EDTA 0.25 M pH 8 

Procedimienro 
- Resuspender células en formol 4<Jf- en PBS para fijarlas e incubar 15 min. 
- Lavar 2 veces: centrifugar 5' a 1000 rpm. 

resuspender en PBS 
- Cenuifugar y contar el número de células. 
- Resuspender en buffer ALP a una densidad de 6Xl05 células/mi. 
- Preparar las diluciones celulares aforando a 495 µI con buffer ALP en una cubeta para leer 
en el espectro. 
- Agregar 5 µl de PNPP a cada dilución con un intervalo de 10 seg enu·e cada muesu·a. Dar 
vortex. Incubar a temperatura ambiente protegido de la luz. 
- A los 15 min exactamente parar la reacción con 500 µI de EDTA 0.25M a cada cubeta 
(con 10 seg de intervalo enu·e cada cubeta); dar vo1tex. 
-Leer inmediatamente la densidad óptica a 405 nm. 

VI. Purificación de ALP. 

Soluciones 
a) PBS 

- :: .. ::.::.;~ .. : : .. b) Buffer ALP. 
. - é) Buffer ALP+ Tritón X-100 l </f 
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d)Acetona 
e) Butano! saturado frío. 

Procedimiento 
- Recolectar las células uipsinizando. 
- Resuspender en 1 mi PBS y pasar a tubo eppendo1f. 
- Centrifugar 5' a 1500 rpm. 
- Resuspender en 0.5 mi de buff..:r ALP y homogeneizar (con un homogeneizndor para 
eppendo1f). 
- Cen!Jifugar 10' a 3500 rpm parn eliminar los núcleos. 
- Tomar el sobrenadante y pasarlo a un tubo nuevo. 
- Cen!Jifugar 15' a 12,250 rpm parn eliminar los organelos. 
- Tirar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 100 µI de buffer ALP+ Tritón 1 %. 
- Agregar 100 µI de butano! saturado y agitar vigorosamente 30'. 
- Cen!Jifugar 30' a v.max. en microfuga. 
- Tomar la fase acuosa (que queda abajo) y pasarla a tubo nuevo. 
- Precipitar con acetona y centrifugar 1 hora a v.max. en microfuga. 
- Resnspender la pastilla en Buffer ALP. 

VII. Detección de actividad de ALP en gel acrilamida 6%. 

Soluciones 
a) Buffer A: para 100 mi 

18.17 g Tris 
4ml SDS 10% 

fmal 
l.5M 

- Disolver en 80 mi H,O 
0.4% 

- Ajustar el pH a 8.8 ¿on nprox. 2.5 mi de HCI concentrado. 
- Aforar a 100 mi. 

b)Buffer B: para 100 mi 
6.06 g Tris 
4ml SDS 10% 

fmal 
0.5M 

- Disolver en 80 mi HoO. 
0.4% 

- Ajustar el pH a 6.8 ¿on aprox. 4.4 mi de HCI concentrado. 
- Aforar a 100 mi. 

c) Acrilamida 30%: para 165 mi 
50 g acrilamida 
1.32 g bisacrilamida (0.8% final) 
- Disolver en H20 aforando a 165 mi 

d)Temed 
e) Persulfato de amonio 10%. 

- Se disuelve en ngua. 
f) Buffer ALP 
g) Fenilalanina 25 mM: 

___ --·------. __ .. o.Disolver 200 mgen 50. mi de buffer ALP 



h) Levarnisol 1 mM: 
- Disolver 12 mg en 50 mi de buffer ALP 

i) Buffer para cargar la muestra: para 1 O mi 
1.25 mi buffer B 
100 µ! SDS 10% 
1 mi glicerol 
una "pizca" de azul de bromofenol 
- Aforar con H20 

j) BCIP: 

15 

Disolver 16.5 mg en 1 mi de buffer ALP (o <limetil fo1mamida si es la sal 110 soluble 
en agua). 

Para hacer el gel 
Gel separador: para 24 mi Gel concentrador: para 10 ml 

Buffer A 6 mi Buffer B 2.52 mi 
Acrilarnida 30% 4.8 mi Acrilamida 30% 1.32 mi 
H:P 13.2 mi H20 6 mi 
Temed 20µ1 Temed 10µ1 
Persulfato 10% 200µ1 Persulfato 10% 50µ1 

-Cargar las muestras por triplicado con el buffer para cargar sin calentar, porque la TN-ALP 
es sensible a la temperatura. 
- Correr 3-4 horas a 100 volts. (No se corre a coniente constante porque se calienta el gel y 
las muestras se desnaturalizan). 
- Incubar el gel 1 hora a temperatura ambiente en la solución con el inhibidor (Phe o 
levamisol) y al control en buffer AT .P <olo. 
- Agregar 0.5 mi de BCIP a cada gel. proteger de la luz e incubar toda la noche a 37°C. 
* La proteína debe ser pmificada para que en el gel no salga un ball'ido. 

VIII. Purificación de RNA eliminando completamente al DNA. 

Soluciones 
a) Urea 6M/LiCI 3M. 
b) Sol. D: 

Tiocianato de Guanidina 4M 
Citrato de Sodio 25mM pH 7 
Sarcocil 0.5% 

H:P 
c) Etanol 95% 
d) Acetaw de Sodio 2M pH 4 
e) Fenol saturado con HoO 
f) Clorofo1mo:isoamílic¿- 24: 1 
g) Isopropanol 
l~)[)~.A~<?-J!br~ el~ R_~Asa 

:·.: ::::::·.:~·: 'i) Etanol 70%. · 

para50 mi 
23.632g 
1.25 mi de stock lM 
2.5 mi de stock 10% 
28ml 
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Procedimiento 
- Lisar las células en sol. urea/LiCJ dando vo1tex (2x J 06 células/mi sol.). 
- Precipitar a -70°C mínimo 4 hora.~. 
- Centrifugar 10' a 4°C, inmediatamente tirar el sobrenadante (donde está el DNA ya que el 
LiCJ precipita preferencialmente el RNA). Con un papel absorbente eliminar el exceso de 
líquido. 
- Resuspender la pastilla en 500µi úe Mll. D. 
- Agregar 150µ1 de etanol 95% e incubar en hielo 5'. 
- Centrifugar 15' a 4°C, tirar el sobrenadan te. (Esta precipitación rápida elimina DNA ya que 
requiere de más tiempo que el RNA para precipitarº). 
- Resuspender en 500µ1 de sol. D y agregar 50µ1 (1/10 vol.) de NaAc 2M; vo1tex. 
- Extraer con 500µ1 (l vol.) fenol saturado con agua + 100µ1 (l/5 vol.) 
cloroformo:isoamílico. 
- Dejar 15' en hielo para que se formen las dos fases. 
- Centrifugar 20' en frío. 
- Pasar fase acuosa a tubo nuevo y precipitar con 500µ1 (l vol.) de isopropanol. 
- Incubar 30' a -20°C. (Tiempos más largos aumentan Ja contaminación con DNA). 
- Centrifugar 20' a 4°C. 
- Resuspender Ja pastilla en 25µ1 agua. 

- Añadir lµJ DNAsa libre de RNAsa e incubar 15' a 37°C. (No es necesario agregar buffer 
para DNAsa, incluso han visto que baja el rendimiento de 'RNA por actividad remanente de 
RNAsa en presencia de Mg2) 
- Agregar 225µ1 (1 O vol.) sol. D (Es suficiente para eliminar completamente la actividad de 
DNAsa, no es necesario volver a exu-aer). 
- Precipitar con 250µ1 (1 vol.) de boµropanol de 30' a 1 hora a -20°C. 
- Cenuifugar 10' en frío; lavar Ja pastilla con etanol 70% frío. 
- Resuspender en 25µ1 agua y cuantificar en el especu·o 1 OD=40µg. 

IX. RT-PCR 

AJ Transcriptasa Reversa 
Para 50µ1 de reacción: 

X µl RNA (IOµg) 
1 µJ oligodT ( µg) 

- calentar 5' a 65°C, mienu·as mezclar: 
10 µJ buffer RT 5X 

2 µJ dNTP's 5mM (200µM final) 
2 µJ DTT 0.JM (lümM final) 
yµJ H20 

O._~__µJ u·an_scri_P~as~ rev~rsa BRL. 



B)PCR 
Para 50µ1 de reacción: 

xµJH 20 
5 µJdecDNA 
5 µJ buffer taq 1 OX 
2 µI dNTP's 5mM 
y µJ oligos (30 pmol de cada uno) 
1 µJ Peñect Match* (Stratagene) 

- calentar 3' a 95°C y agregar 
0.5 µI taq Boheringer 

C) Gel agarosa 3% 
- Disolver 1.5 g de agarosa en 50 mi TBE 0.5X 
- Agregar bromuro de etidio 30 mg/ml final antes de vaciar. 
- Correr en TBE 0.5X conteniendo bromuro de etidio 30 mg/ml a 260V. 

D) Secuencia de los oligos utilizados 
Para distinguir los transcritos sentido. antisentido y endógeno: 
oligo a (TNa): 5' AGC OCA GGA TGG ATG TOA CC 3' 
oligo b (TNb): 5' CCT TAA GGG CCA GCT ACA CC 3' 
oligo u (universal-merino): 5' GTT GTA AAA COA CGG CCA GT 3' 
Para detectar la isoforma embriomuia: 
oligo E-ALP3': 5' GCC CGG GCT CAC TGC ACT GC 3' 
oligo E-ALP5': 5' CGC ACC AGT GAG CAG GAC ACG 3' 
Para detectar Ja isofo1ma intestinal: 
oligo I-ALP3': 5' GCT GGA ACC CCA GAC CCC GAG 3' 
oligo I-ALP5': 5' GGC CCT CTC GAT GGC TAA GCT G 5' 
Para detectar HPRT: 
oligoHl: 5'CCTGCTGGA TTACATTAAAGC ACT3' 
oligo H2: 5' GTC AAG GGC ATA TCC AAC AAC AAA C 3' 

X. Inducción de la diferenciación formando agregados. 

Soluciones. 
a) DMSO grado cultivo 
b) Stock RA 10 mM en etanol 95%. 
c)Ml5 
d)PBS 
e) Tripsina 0.25% 

Procedimiento 
.. ~:Recolectar.las células uipsinizando y llevarlas a una densidad de 105células/ml de Ml5. 

17 
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- Prepara las diluciones requeiidas de la droga, ya sea DMSO o RA en 1 mi de M l S (ej. 100 
µ1 RA 10 µM + 900 µl MIS) y ponerlo en caja petd para cultivar bactedas de 10 cm de 
diámetro. 
- Tomar 9 mi de la dilución celular y sembrarlos sobre la caja con el mi de droga. 
- A los 3 días subcultivar: 

-Aspirar el medio con las células (fonnando pequeños gmmos) y dejar 15' decantar 
en tubo estéril de IS mi. 

- Preparar las cajas petri para bacteria con 1 mi MlS+droga. 
- Quitar el sobrenadante y resuspender en 9 mi MIS y sembrar sobre el mi de droga 

preparado. 
- A los 2 días volver a subcultivar. 
- Dos días después sembrar Jos agregados sobre caja de cultivo para que se puedan adherir: 

-Aspirar el medio con las células (fo1mando pequeños gmmos) y dejar IS' decantar 
en tubo estéril de 15 mi. 

- Quitar el sobrenadante y resuspender en 10 mi de MIS; sembrar en caja de cultivo 
de 1 O cm de diámetro. 
- Cambiar el medio conforme se vaya acidificando. A partir de los 4 días aparecen células 
diferenciadas. 

~-) 
1.1 caja petri para bacterias 

lml droga 
+ 

9ml células 

100 000 células/ml 3 dlas decantar 15' 

lml droga 
+ 

9ml células 
-) 

caja petri para bacterias 

2 dlas decantar 15' 

l 2 dlas 
';,' 

caja de cultivo 
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RESULTADOS 

A) Manipulación de las ES a ni\'el molecular. 

A./. Construcció11 de los 1•ectores para expresar el RNA a11tise11tido de ALP a partir del 
promotor del ge11e RNA ribosomal. 

Para bloquear Ja expresión de TN-ALP en las ES se consu·uyó un plásmido que transc1ibe 
RNA antisentido complementario al mRNA de TN-ALP a partir de un fragmento funcional 
del promotor de los genes RN.A. rl~0somales' 1 • en el cual se unió el promotor con un 
fragmento (711 pb) de la región 5' del cDNA de TN-ALP en 01ientación 3'-5' (pALPas); 
paralelamente se consU"Uyó el plásmido pALPs que transclibe RNA sentido para utilizarse 
como control. En la figura 1 se presenta un esquema de la estrategia de las constrncciones. 

En un piincipio se consideró analizar la funcionalidad de las consU"Ucciones en 
experimentos de expresión transitoria, para lo cual se estimó la eficiencia de u·ansfección. Se 
electroporó el plásmido pCH 11 O, que expresa 13-galactosidasa bajo el control del promotor 
de SV40, y en el mejor de los casos el numero de células azules no superaba el 1 % (ver más 
adelante). Con esta eficiencia no era posible detectar una disminución en la actividad de ALP 
debida a la producción de antisentido en las células transfectadas con el plásmido pALPas. 
En consecuencia, hubo la necesidad de inu·oducir un cassette que confiere resistencia a 
neomicina para seleccionar las colonias recombinantes y cuantificar la acti\'idad de ALP en 
células con expresión estable. Para insertar el cassette Neo a los plásmidor pALPs y pALPas 
se siguió la estrategia esquematizada en la figura 2. 

A.11. Tra11sfecció11 y seleccití11 de colonias con expresión estable de las co11struccio11es. 

Para optimizar Ja eficiencia de Ja transfección se compararon los métodos de elecu·oporación 
y lipofección. 
a) Electroporación. 
Para montar las condiciones de electroporación se compararon 2 marcas de electroporador: 
Bio-Rad y Hoefer. Para el caso del electroporador Hoefer se varió el voltaje enu·e 230V y 
280V y el intervalo de descarga. siendo el mejor t=l.000, manteniendo la capacitancia 
constante en 290µF. Con el electroporador Bio-Rad se utilizaron las condiciones 
reportadas 13: 230V, 500µF y 180 amperes. Se elecu·oporó el plásmido pCHllO para 
comparar las eficiencias de los métodos enu·e sí, corno se muestra en la tabla 1. 
b) Lipofección. 
El p1incipio de Ja lipofección se basa en establecer un conjugado de lípidos con DNA que 
resulta pt>rmeable a las células. Se probaron 2 marcas de Iípidos: DOTAP de Boelu-inger y 
LIPOFECTINA de GIBCO-BRL. Se variaron lus relaciones DNA:lípido. el tiempo de 
incubación de las células con el conjugado y el medio de incubación. Las condiciones 

.. óptimas fueron con una relación 1 :6 de DNA:DOT AP incubando en OPTIM EM* 4 horas en 
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agitación (ver material y métodos). La lipofectina resultó tóxica para las células de manera 
que las lipofecciones se realizaron con DOTAP. En la tabla 1 se resumen los resultados. 

Método Relación Células Azules Eficienci 
DNA:DOTAP a 

Electroporación Bio-Rad 1 de 1.Ix!07 

Electroporación Hoeffer 2581 de 1.lxJ07 0.025% 
Lipofección en DMEM 1:2 (15µg:30µg) 2 de4x105 0.0005% 
Lipofección en DMEM 1 :3 ( JOµg:30µg) 42 de 4x105 0.01% 
Lipofección en DMEM 1 :6 (5µg:30µg) 17 de 4x 1os 0.0004% 
Lipofección en DMEM 1 :7 (5µg:35µg) 6 de 4x105 0.0015% 
Lipofección en 1 :6 (5µg:30µg) 4,573 de4x105 1.125% 
OPTIMEM 

Tabla l. Oplimización de los mé1odos para transfectar ES con el plf1Smido pCHI 10. 

Con las condiciones óptimas se transfectaron los plásmidos pALPasNeo (colonias As) y 
pALPsNeo (colonias S) tanto por lipofección corno electroporación. En la figura 3 se 
muestra el mapa de los plásrnidos. 

III. Cuantificació11 de la actividad de ALP e11 una muestra de las colo11ias tra11sfectadas. 

Puesto que ALP se encuentra en Ja membrana plasmática se puede cuantificar su actividad 
en células enteras, por lo que la cuantificación se hizo analizando diluciones celulares. Se 
hizo una curva de densidad celular por duplicado analizando una colonia As y una colonia S 
tomadas al azar; en Ja colonia As8 hubo un 48% de inhibición de Ja actividad total de ALP 
con respecto a Ja colonia SS. como se muestra en la gráfica lA. 

Hay dos posibles explicaciones de que la inhibición no haya sido del 100%, una es 
que el antisentido no sea 100% eficiente y la otra es que en la actividad total de ALP haya 
contribución de otras proteínas diferentes a Ja TN-ALP. Aunque en Ja literatura no se ha 
descrito y las células EC, que cornpalten características con las ES, sólo expresan la TN­
ALP, hay varias evidencias para pensar que hubiera otra isofo1ma presente. La primera es en 
base a Ja observación en el Jaborato1io de que las ES siguen presentando actividad de ALP 
aún después de u·atamientos en Jos que las células ge1minales primordiales. que también 
expresan Ja isofo1ma TN-ALP, pierden completamente Ja actividad, además de que se sabe 
que Ja isofmma TN-ALP es muy inestable y sensible a la temperatura42• La segunda es que 
en blastocistos, etapa de donde provienen las ES. se expresan tanto Ja isofonna TN-ALP 
corno la isofonna emb1ionwia (E-ALP)4'. Aunque es posible que r.J gene E-ALP sea 
expresado por células diferentes a las que expresan el gene TN-ALP. lus ES pudieran 
expresw· ambos. La fe1úlalw1ina (Phe) es un inhibidor de Ja isofonna I-ALP42 y posiblemente 
d_e E-AI..,E,_Q\;-1:0 !JO de TN-ALP. ~aru_~atler. ¡;i_ e1.1J.as. .E_S_i:1dsre_.;llg1111a_ isofo1ma_se11Sible.. a_ __ _ 

:;:;:::;::;;;::;:::;;P~he~se cúañtincó la acfiv1dad"foffiT en ¡ii'e5enciiicre:r5mJ.1Plie-y efectivamente la actívTclad 
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baja alrededor del 50% (gráfica JA). Al cuantificar la actividad de la colonia As8 en 
presencia de Phe ésta prácticamente desaparece, lo que sugiere que el transc1ito antisentido 
si está bloqueando la traducción de TN-ALP, pero que la expresión de otro u otros genes 
conuibuyen a la actividad total de ALP. Sin embargo. cuando se repitió la cuantificación en 
células que llevaba dos subcultivos más. la colonia As8 sólo tuvo una inhibición del 11 % 
respecto al control y en pre.~encia de Phe disminuyó sólo un 41 % en lugar de bajar a casi 
cero como en la medición antelinr rgr:ífica 1 B). 
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Gr'.úica l. Cuantificación cspcc1romé1rica de la actividad tola! de ALP. Panel A, Las células llevaban !fes 
subcultivos; panel B, las células llevaban 5 subcultivos. 

Considerando que la inestabilidad del fenotipo fuera una particulatidad de la colonia As8, se 
amplió el análisis con otras colonias. de las que se hizo una curva de actividad nmmafüando 
por µg de proteína: sólo la colonia Asl 1 pareció tener menos actividad de ALP. aunque 
únicamente del 8% respecto a Ja..-; ;:;é!~:la..~ sin u·ansfectar (datos no mostrados). Se repitió la 
cuantificación de la colonia As8 que había tenido menor actividad (gráfica 1 A). junto con 
otras colonias recién descongelada..~. En este expeiimento nuevamente sólo la colonia As8 
tuvo menor actividad que los controles. pero fa disminución fue únicamente del 15%. como 
se muestra en Ja gráfica 2. 
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Grálica 2. Cuantilicación espectrométrica de la nctivid:id 101111 de ALP en colonias recién descongeladas, 
excepto As8 que lleva 8 subcul!ivos. 
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El hecho de que la colonia S6 tenga más_actividad que las células sin trunsfectar no puede 
deberse a una conuibuciún por parte del u·ansgene. puesto que el transcrito es producido 
por la RNA polimerasa 1 y en p1incipio no debiera traducirse. Una observación interesante es 
que Ja colonia As8 proliferaba más lento que· las demás colonias durante los primeros 
subcultivos, tardándose 2 días más en llegar a confluencia. Esta lentitud de crecimiento fue 
disminuyendo con cada pase de tal fo1ma que al momento del expe1imento de la gráfica 2, 
en el cual ya había acumulado 8 subcultivos, proliferaba a una velocidad comparable con las 
demás colonias. Considerando la posibilidad de_ que la disminución de ALP fuera 
desventajosa para las células. se1ía posible que se "estuvieran seleccionando aquellas que 
lograran sobrepasar el bloqueo de la expresión de TN-ALP. ya sea expresando otra 
isoforma, por rearreglo de la construccil~n o algún otro mecanismo. Si este fuera el cuso. en 
células recién descongeladas debe1ia haber mayor inhibici6n de ALP. Para probar esto se 
descongeló una alicuota de la colonia As8. así como de otras colonias tanto As como S. 
Normalizando por cantidad de proteína, en la gráfica 3A se muestra como la colonia As8 
recién de~congelada tuvo 58% de inhibición de la actividad de ALP, comparable a lo 
observado inicialmente. Después de dos subcultivos se repitió el experimento (gráfica 3B) y 
la colonia As8 efectivamente se estaba recuperando, pues la actividad fut- s61o 32% menor. 
Sin embargo, la presencia de Phe en este caso no desapareció la actividad de ALP como se 
había observado anteriormente. 
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Gráfica 3. Cuantificación espectrom6trica de la actividad total de ALP. Panel A, colonias recién 
descongeladas; Panel B, colonias despu6s de dos subcultivos en presencia o ausencia de 25 mM Phe. 

Para comprobar que la actividad remanente en presencia del antisentido se debe a la 
participación de otras proteínas. se hicieron geles de proteína para revelar por actividad la 
presencia de más de una banda. Aunque no se lograron distinguir con clruidud vrufas bandas, 
se demosu·ó la presencia de una proteína activa (pudierru1 ser varias proteínas) aún en 
presencia de levamisol. un inhibidor específico de la isofo1ma TN-ALP43 que pudiera ser la 
isofo1ma emb1ionru·ia (figura 4A). 

Para saber si la actividad remanente en el gel con levamisol se debe a la expresión 
alguno de los genes E-ALP o J-ALP. se utilizaron los oligos descritos43 para detectar el 

~:.;:111-!SNA:Pl:IL:RT:-~¡i;;:fignr.r_~e=demuestra::r¡=efecrh•;nnent~.e.Lgene.;:E,,ALP_:_se=:::--..=.: 
expresa en las ES además del TN-ALP, mienu·as que el gene 1-ALP no se expresa. Los 



A 
Control 

1 2 

Phe 
1 2 

Levamisol 
1 2 

3 

3 

3 

4 5 6 

4 5 6 

4 5 6 

Fig=a 4.Presencia de otra isoforma de ALP en las 
ES. Panel A, actividad de ALP aún cm presencia de 
los inhibidores Phe o levamisol en gel de proteína 
relevado por actividad. 1, isoformas hígado y 
placenta humanas; 2, ClAP (calf intestinal 
alkaline phosphatase); 3, células ES; 4, colonia 57; 
5, colonia SB; 6, colonia As5; 7, colonia As6; 8, 
colonia As8. Panel B, RT-PCR de ES para detectar 
la expresión de TN-ALP (TN), E-ALP (El o 1-ALP 

7 8 

7 8 

7 8 

B 

1631-

396. , ... 
298-

221/'.120-

159-

__ <12'._~-~!~zó!::!_PRTc~ll_'..~ntro_!.__ . -------·---·-

E 



23 

oligos utilizados se encuentran en exones diferentes. lo que permite distinguir el producto de 
amplificación a partir de cDNA respecto al producto amplificable utilizando DNA genómico 
como templado ver figura 5B y C). 

IV. Determi11ació11 por RT-PCR de la expresi<íu del tra11scrito a111ise11tido e11 las colonias 
tra11sfectadas. 

Para averiguar si las colonias que tuvieron menor actividad de ALP en realidad producían el 
antisentido, se analizó por RT-PCR Ja expresi6n de las construcciones en las colonias. Se 
diseñaron oligos internos al fragmento de cDNA utilizado en Ja construcción, que en 
combinación con un oligo universal modificadoH, nos permite distinguir el u·ansc1ito 
antisentido del sentido y Ja producci6n end6gena de mRNA de ALP, como se esquematiza 
en al figura 5A; en Ja figura 5B se muesu·a el tamaño de Jos fragmentos esperados 
dependiendo del par de oligos utilizado. Se hicieron los controles sobre Jos plásmidos 
directamente para comprobar que efectivamente podíamos distinguir el u·ansc1ito sentido del 
antisentido (fig. SC). 

En la figura 6 se muestran vruias colonias con expresión de Ja construcción. En el 
panel A se presenta la expresión en un grupo de colonias de HPRT, el gene que codifica 
para Ja enzima hipoxantil-fosf01ibosil-transferasa, para demostrar la presencia de cDNA 
incluso en los casos en que no se detecte expresi6n de las constmcciones. En el panel B se 
muestra Ja expresión del antisentido en las colonias que resultru·on positivas pru·a HPRT; las 
colonias As7 y As! l que mostraron una reducci6n en Ja actividad de ALP efectivamente 
transcriben el antisentido, aunque también hay señal en colonias que no disminuyeron Ja 
actividad total de ALP. En un segundo grnpo se analizó la expresión en la colonia SS y en 
las colonias As8, As9 y As!O. Como se observa en Ja figura 6C Ja colonia As8, que mostró 
menor actividad de ALP, expresa abundantemente el antisentido, aunque el mensajero de 
TN-ALP no desaparece. 

l'. A11álisis de la i11serció11 e11 el ge11oma de la co11strucció11 completa 

Una explicación de que Ja efectividad del antisentido se esté perdiendo, podría ser Ja 
fo1mación de rean·eglos en las construcciones de manera que se pierda parte del promotor; 
debido a que existen 13 repeticiones en el promotor ribosomal, la frecuencia de 
recombinación pod1ia aumentru'. Por medio de expeJimento tipo Southern se comprobó que 
Ja construcción está completa y en multicopia sólo en la colonia S7 (figura 7). El hecho de 
que no observe señal en Ja colonia As8 entre otras, mienu·as que por RT-PCR se detecta 
actividad transcripcional, se pod1ía explicru· suponiendo que en las colonias hay una 
población heterogénea donde Ja mayo1ía de las células no tiene Ja construcción funcional. 
siendo sólo detectable por PCR Ja minoría que aún expresa el antisentido. Esto podría 
explicru· también porque Slílo hay una inhibici6n parcial de Ja actividad de ALP. misma que 
va disminuyendo con el tiempo. La colonia As8 llevaba 8 subcultivos cuando se le extrajo el 
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control; aunque la colonia S7 llevaba el mismo tiempo de cultivo no existe presión para 
seleccionar aqueJlas células que recombinen en el promotor Iibosomal. 

B) Manipulación de las ES a nivel celular. 

J. foducción de la difere11ciaci1í11 ht1cia el li11aje 11111sc11/t1r e11 prese11cit1 de DMSO. 

Se hizo una curva de concentración <le DMSO para establecer la concenu·ación óptima para 
inducir la diferenciación. El rango <le concentraciones se eligió considerando que para 
inducir la diferenciación de las EC se utiliza 1 % de DMSOl2, además de que el Dr. Philippe 
Brabe (en comunicación personal) observó que concentraciones mayores al 1 % resultan 
letales para las células ES. En Ja tabla 2 se resumen los resultados obtenidos <le un total de 5 
experimentos independientes. 

Concentración de DMSO 

conu·ol 
0.05% 

0.075% 
0.1% 
0.5% 

0.75% 
1% 

Porcentaje de células 
diferenciadas 

<1% 
<1% 
<1% 
<1% 
<1% 
10% 
30% 

Tabla 2. Porcentajes representativos de células diferenciadas por inducción con diferentes concentraciones 
deDMSO. 

Para considerar que hubo diferenciación se comparó Ja m01fología que adquilieron las 
células con Ja morfología descrita tanto para músculo esquelético como cardíaco 12; se 
consideraron células cardiacas aquellas que latían. El proceso de inducción involucra una 
primera etapa durante la cual se generan grumos que poste1ionnente se dejan adherii· a una 
caja de cultivo, donde las células diferenciadas migran fuera del grnmo (ver mate1ial y 
métodos). Algunos grumos (aprox. el 10'7o ), sin embargo, no se adhieren a la caja de cultivo 
y se desarrollan como cuerpos emb1ionruios. Se enconu·ru·on latiendo tanto células adheridas 
como cuerpos embrionarios. La frecuencia de ambos tipos de células diferenciadas 
incrementó en presencia de 0.75% - 1 % DMSO. El hecho de encontrar células diferenciadas 
en ausencia de DMSO o a concentraciones bajas (<0.5%) corresponde a la capacidad de las 
ES a diferenciar en ausencia de células "feeder". 

Los eventos de diferenciación fueron independientes. es decir que en la caja de 
cultivo se observaron vru·ios focos de células latiendo en la monocapa que se iban 
coordinando conforme aumentaban los días de cultivo. de fonna que para el séptimo día de 
cultivo prácticamente todas las células que latían Jó hacían sincroniza<lamente. La 
diferenciación hacia músculo esquelético no se comprobó a nivel molecular En la figura 8 se 

-·· -.--~· . ...:.1!1~~~!:!1.:.1.:,t m~Ef?l?gfa ~íP\S! 9e las coJ211_ias. de. ES .. c_\!!~'\'.~cJ!!.L~.Q.12!;~;. _tm,a_ m,qn_Qc~pa d!<;~ .: __ 
"feeders" (panel A). la mo1fología que adquieren al ser inducidus a fonnar agregados en 
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ausencia de droga (panel B), así como la imagen de un grumo que latía y la monocapa 
formada por células que migraron fuera del grumo (panel C). 

JI. Inducción de la diferenciachí11 hacia el li11aje 11euro11al e11 prese11cia de RA. 

Aunque estaba repo1tado que el áciun retinoico (RA) resultaba letal para las células Es12, 
existía el antecedente (Dr. Brabe. comunicación personal) <le haber logrado inuucir al menos 
cambios morfológicos semejando neuronas y astrocitos en presencia de c:oncentraciones de 
RA menores a J0·6M , la concentración utilizada para inuucir la diferenciación de las Ec12. 
El RA existe en vruias confo1maciones que se distinguen por la potencia con la cual realizan 
su actividad biológica y hay una familia de receptores pru·a las diferentes confo1maciones•s. 
En el caso pruticular de la inducci6n de la uiferenciaciún hacia la línea neurnal de las EC las 
conformaciones rransRA han sido mas potentes que la confo1mación 9-cis RA, aunque en 
otros sistemas se ha observado ln contrru·io46• En base a estos antecedentes, decidimos 
ensayar una curva de concenu·aciones de rrans-RA para establecer el rango que mejor 
funcionara para nuestra línea celular. Encontramos que efectivrunente se mueren las células 
al usar las concentraciones similares e incluso menores a las reportadas. Aunque no se hizo 
una cuantificación formal de la sobrevivencia, fue nototio que el porcentaje de 
sobrevivientes aumenta conforme disminuye la concenu·ación y su mo1fología crunbia 
dramáticamente como se puede ver en la figura 8D, pero no semejan neuronas. En la tabla 3 
se muestra la curva de concentraciones probada y una estimación de la sobrevivencia. Por 
exclusión de uipano se demostró que la disminución en el número de células se debe a 
mue1te y no a inhibición de la proliferaci6n. 

Concentración de RA Sobre\'ivencia Morfología 

Conu·ol ++++ grumos y tipo fibroblasto 
10-eM ++++ grumos y tipo fibroblasto 
SxlQ·BM +++ grumos y redondeadas 
IQ·BM ++ grumos y redondeadas 
5x10-BM + grumos pequeños y 

redondeadas 
IQ-7M + redondeadas 
5xJ0·7M +/- redondeadas 
10·sM 
5xJQ-6M 

Tabla 3. Curva de concentraciones de RA y su relación con la muene y cambio de morfología. 

·----------·- -
1~-.~'""'".•«~>~"-•tl•~~'\:<'-:"~,.-.~ ,·.-. •,,~·l' ........ ~,,_ .,.,-,.,., 



A. ES sobre "feeders" B. Control 

C. Inducción con DMSO D. Inducción con RA 

Figura 8. Morfología de las células inducidas a diferenciar en presencia de DMSO o RA. 
Panel A, ES teñidas contra ALP sobre monocapa de células "feeder". Panel B, células 
inducidas a formar agregados 7 días y sembradas en caja de cultivo. Paneles C y D, células 
inducidas a formar agregados en presencia de 1 % DMSO (panel Cl o 10-7M RA (panel D) y 
sembradas en caja de culti\•o 7 días en ausencia de droga. 
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DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se establecieron las condiciones para cultivar y manipular a las células 
ES tanto a nivel molecular como a nivel celular. Se logró establecer la metodología para 
transfectar y seleccionar células recombinantes con alta eficiencia, lo cual es una he1rnmienta 
fundamental para el estudio a nivel molecular de los procesos celulares como proliferacit~n o 
diferenciación. Uno de los objetivos fue establecer un sistema que pe1mitiera bloquear la 
expresión génica in virro y durante el <.lesarrollo. Como modelo para probar Ja funcionalidad 
de un transcrito antisentido produci<.lo por el promotor ribosomal se esi:ogió al gene TN­
ALP, por las ventajas desc1itas en la introducción. Se logró seleccionar colonias 
recombinantes y demostrar que se puede producir RNA antisenti<.lo a partir del promotor 
ribosomal, capaz de bloquear al menos parcialmente la activi<.lad de ALP. posiblemente 
inhibiendo la traducción del mensajero endógeno. Es importante resaltar la inhibición de la 
proliferación observada relacionada a la disminución de actividad de ALP, ya que pudiera 
ésta participar en el control del ciclo celular, que se sabe depende de cascadas de 
fosforilación-defosfmilación. Por lo tanto. consideramos que el gene TN-ALP no fue el 
mejor modelo, ya que parece ser una proteína vital con vados niveles de regulación que 
complican el estudio. Parece que las células necesitan enconum la manera de superar el 
efecto del transcrito antisentido y que se seleccionan las que logran hacerlo, ya que es 
inestable el efecto inhibitorio tanto de la actividad de ALP como de la proliferación. Puesto 
que existen varios genes para ALP, otra regulación pudiera ser a nivel u·anscripcional, 
respondiendo a la disminución de la actividad total de ALP activando otro gene. En 
conclusión podemos decir que el promotor 1ibosomal sigue siendo una alternativa para 
generar un transcrito antisentido capaz de bloquear la expresión génica (al menos 
parcialmente), lo cual resulta útil en un análisis inicial para entender la función de un gene 
particular, evitando la necesidad de generar ratones quiméricos por recombinación 
homóloga que, aunque es una estrategia segura, requiere de mucho más tiempo y esfuerzo 
que el análisis del antisentido. Aún se pod1ia incluso modificar el fragme.110 promotor para 
optimizarlo, ya que tiene secuencias repetidas que funcionan como "enhancer", de manera 
que se podría controlar Ja fuerza del promotor poniendo o quitando de estas unidades 
repetidas. 

Respecto a Ja manipulación a nivel celular. al mismo tiempo que en el laboratorio se 
logró inducir la diferenciación de la..~ células hacia músculo cardíaco, en la literatura se 
reportó información abundante sobre el proceso de miogénesis y la relación entre la 
proliferación y la diferenciación celular, que era nuestro objetivo estudiar a largo plazo. En 
vista de la cantidad de reportes sobre el tema, decidimos concentrarnos en la inducción a la 
diferenciación con RA. El hecho de que las células se mueran en presencia de RA cuando 
son inducidas a diferenciar a través de la fmmación de cuerpos embrionaiios, resulta muy 
interesante debido a la importancia tanto del RA como del control de la mue1te celular 
fisiológica durante el desarrollo. Durante la mmfogénesis, la mue1te celular resulta una 
mecanismo eficiente para eliminar la..~ células no deseadas, ya sea por haber sido producidas 
en exceso, como sucede durante el desarrollo <.le! sistema nervioso, o bien por ser células 
que hayan funcionado en algún momento de la evolución o el <.lesarrollo y no se necesiten 

·- ~.:.:.:.:.:.~-ináS,-como·la·cola del renacuajo o las regiones entre los <.lígitos en amniotes; también se 
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puede eliminar de esta manera a las células que migraron hacia una región equivocada. En 
todos estos casos, se puede proponer un mecanismo de mue1te programada regulada por la 
interacción con otras células47. Respecto al mecanismo de mue1te como tal. cada vez hay 
más datos que indican que se lleva a cabo por medio de inducir un estrés oxida ti vo48• 

En vertebrados el sistema más estudiado donde ocurre una muerte masiva es el 
desarrollo del sistema nervioso, durante el cual muere alrededor del 50% de las neuronas 
que se producen. Se conocen vaiios factores producidos por las células blanco que 
promueven la sobrevivencia de las neuronas que las enervan, de manera que se asegura que 
sólo sobrevivan las células que establecieron las sinapsis adecuadas, así como una 
correspondencia entre el número de neuronas y el número de células blanco: además. debido 
al exceso de neuronas generado. se garantiza que todas las células blanco sean enervadas49. 

A partir de este modelo se postuló la hipótesis de que las células tienen encendido un 
programa endógeno de mue1te celular que es reprimido por la presencia de un factor de 
sobrevivencia47. 

En base al antecedente de que las ES pueden diferenciar en respuesta al RA, 
suponemos que éste pone a las células ante el dilema de diferenciar o morir, mismo que 
pueden enfrentar las células durante el desarrollo. Por lo tanto, nos parece interesante 
estudiar como "decide" la célula si prolifera, diferencia o se muere. En estudios poste1iores 
variando el protocolo de inducción se logró obtener neuronas detectadas por 
inmunocitoqufmica contra neurofilamentos, lo cual sugiere que el RA induce la 
diferenciación neuronal y que las células que diferencian se mueren porque no reciben los 
factores de sobrevivencia que su nuevo fenotipo requiere. Además se estableció que las ES 
se mueren por estrés oxidativo. ya que requieren de la presencia de ~mercaptoetanol (~ME) 
en el medio para sobrevivir, lo que nos pennite inducir la mue1te al retirar el ¡3ME. 

En conclusión, gracias al trabajo realizado durante la maestría, ahora contamos con 
un modelo que podemos manipular tanto a nivel molecular introduciendo transgenes, como 
a nivel celular ya sea induciendo a las células a proliferar, a diferencia o a morir, en cual 
podemos abordar las preguntas planteadas. 
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